






























AGO2    : argonaute 2 
AIDS    : acquired immune deficiency syndrome 
AP2M1    : adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit 
APOB    : apolipoprotein B 
ASO     : antisense oligonucleotide 
2’,4’-BNA   : 2’,4’-bridged nucleic acid 
BSA    : bovine serum albumin 
CEM    : Ca
2+
 enrichment of medium 
CMV    : cytomegalovirus 
Ct    : cycle threshold 
DDS     : drug delivery system 
DIC    : differential interference contrast 
DLS    : dynamic light scattering 
DMEM     : Dulbecco's modified Eagle's medium 
DNA    : deoxyribonucleic acid 
DTT    : dithiothreitol 
ELISA    : enzyme-linked immunosorbent assay 
EtBr    : ethidium bromide 
FACS    : fluorescence activated cell sorting 
FBS    : fetal bovine serum 
FDA     : food and drug administration 
HBSS    : Hank’s balanced salt solution 
HER3    : human epidermal growth factor receptor 3 
HRP    : horseradish peroxidase 
JCRB    : Japanese collection of research bioresources 
KD    : knockdown 
LNA    : locked nucleic acid 
lncRNA    : long non-coding RNA 
MOE    : 2'-O-methoxyethyl 
MOI    : multiplicity of infection 
mRNA     : messenger RNA 
NMD    : nonsense-mediated mRNA decay 
2’-OMe    : 2'-O-methyl 
ORF    : open reading frame 
PAGE    : polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS     : phosphate buffered saline 
PCR     : polymerase chain reaction 
PdI    : polydispersity index  
PMO    : phosphodiamidate morpholino oligo 
PNA    : peptide nucleic acid 
pre-mRNA   : precursor messenger RNA 
PS    : phosphorothioate 
PTC    : premature termination codon 
PVDF    : polyvinylidene difluoride 
qRT-PCR    : quantitative real-time PCR 
5’RACE    : 5’ rapid amplification of cDNA ends 
RFP    : red fluorescent protein 
RISC    : RNA-induced silencing complex 
RIPA    : radio-immunoprecipitation assay 
RNA     : ribonucleic acid 
RNAi    : RNA interference 
RNase H1   : ribonuclease H1 
rRNA    : ribosomal RNA 
RT-PCR    : reverse transcriptase polymerase chain reaction 
SDS    : sodium dodecyl sulfate 
sgRNA    : single guide RNA 
shRNA     : small/short hairpin RNA 
siRNA     : small interfering RNA 
snoRNA    : small nucleolar RNA 
SSO    : splice switching oligonucleotide 
STAT3    : signal tranducer and activator of transcription 3 
SV40    : simian virus 40 
TBE    : tris-borate-EDTA 
TEM    : transmission electron microscope 
TAT    : trans-activator of transcription 
tRNA    : transfer RNA 
VPS    : vacuolar protein sorting 
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1978年、13 merの一本鎖DNA (deoxyribonucleic acid) を用いることで、ラウス肉腫ウイル
スの複製やタンパク質の発現が阻害できることが初めて報告1,2)された。その後、細胞内の
標的RNA (ribonucleic acid) に対して相補的な配列を持つ一本鎖の核酸はアンチセンス核酸 
(antisense oligonucleotide, ASO) と定義され、特定の遺伝子発現のみを特異的に抑制できる基
礎研究ツールとして幅広く利用されてきた3)。ASOは、標的のRNAと二重鎖を形成すること






ASOを in vivo に投与する場合、天然のオリゴヌクレオチドでは分解酵素であるヌクレア
ーゼによって速やかに分解されてしまうことから、生体内で利用する上では、その安定性
の改善が必須である。オリゴヌクレオチドのリン酸ジエステル部にホスホロチオエート 
(phosphorothioate, PS) 修飾を施すことによってヌクレアーゼ耐性が大きく向上 4)したことで、
1998年には、世界初のアンチセンス医薬品として、21 merの PS修飾 ASOである Vitravene® 
(一般名 ; fomivirsen) が AIDS (acquired immune deficiency syndrome) 患者の CMV 




の 2’位に修飾を施した 2'-O-methyl (2'-OMe) 体 6)や 2'-O-methoxyethyl (MOE) 体 7)、および、
当研究室で開発された架橋型人工核酸 2’,4’-BNA/LNA (2’,4’-bridged nucleic acid / locked 
nucleic acid)
 8,9)などを ASO の両末端に組み合わせた gapmerと呼ばれる構造 10.11)を用いるこ
とにより、RNase H1 の誘導活性に加えて、標的 RNA に対する二重鎖安定性や酵素耐性が
更に向上したことで、特別な DDS (drug delivery system) ツールが無くとも全身投与が可能
となり 12-17)、2013 年には、全身投与による初めてのアンチセンス医薬品として 20 mer の
MOE 修飾 gapmer型 ASOである Kynamro® (一般名; mipomersen) がホモ接合型及び重篤な













うに、核酸修飾技術の発展に伴い、in vivoにおいては特別な DDS ツールを利用しなくても
ASOは全身投与で効果を示すようになってきているが、これまで、ASO の有効性を in vitro
で評価する際には、その膜透過性の低さから、主にリポソームなどの導入試薬を用いた手
法が汎用されてきた。このような導入試薬を用いた手法は、しばしば in vitro でのみ高い活
性を示す ASOが含まれており、in vivoで有効な ASO を取得する上では偽陽性となる懸念が
指摘されている 3,22)。一方、2010年、Steinらは、PS 修飾に加えて、2’,4’-BNA/LNA 修飾を
施した gapmer 型 ASO は特別な導入試薬を用いなくても培地に添加するだけで細胞内に取
り込まれ、活性を示すことを見い出した 23)。Free-uptake 法、または、gymnosis 法とも呼ば
れる本手法は、興味深いことに、従来の導入試薬を用いた場合と比較して、in vivoにおける
有効性の予測精度が高いことも示唆されている 22-24)。しかしながら、free-uptake 法には、こ




一方、より少量で有効な ASO を開発する上では、膜透過性に乏しい ASO がどのように
細胞内へ取り込まれ、作用部位まで輸送されているのかを知ることも重要であるが、その
分子レベルの理解は未だ遅れているのが現状である。すなわち、ASO は標的 RNA と特異的
な二重鎖を形成した後、RNase H1 を介した標的 RNA の切断を引き起こすことは広く知ら
れているが 25)、ASO がどのように細胞内へ取り込まれ、標的 RNA に結合するまでにどの
ような分子と相互作用するのか、その詳細は未だ不明な点が多く残されている。先行研究
において、ASO の細胞内取り込みは主にエンドサイトーシスを介しており 26,27)、ASO が低
濃度の条件では、主にクラスリン介在性のエンドサイト―シスが、一方、ASO が高濃度の
条件では細胞外液を取り込む液相エンドサイトーシスが優位な経路となる事が報告されて
いる 28)。また、ASO の取り込みには、その大部分を占める non-productive 経路と少数の
producitve 経路の 2 つがあることが提唱 26,29,30)されており、クラスリン介在性エンドサイト
ーシスに関わるアダプタータンパクのサブユニットである AP2M1 (adaptor-related protein 




さらに近年、PS 修飾 ASOに結合する細胞内タンパクが複数報告されたが 33,34)、それらの中













H1は主に細胞質よりも核に多く局在している35)ことから、mRNA (messenger RNA) と


















第一章 Ca2+ enrichment of medium (CEM) 法の開発 
 












































DNAとの複合体、もしくは、TAT (trans-activator of transcription) やオリゴアルギニンのよう























抑制 (knockdown, KD) 活性を生細胞のまま簡便に測定できるだけでなく、同一ウェル内で
経時的な解析が可能である。また、外来遺伝子のため、細胞内在性の遺伝子発現変化やパ
スウェイの影響を受けにくく、非特異的な効果を低減させた評価ができる。さらに、第二




























Fig.1-1 Signal to background ratio of ZsGreen1 in 
HLE cells stably expressing ZsGreen1. S:Signal, 
B:Background. Data are expressed as mean ± SD (n = 3).  
Fig.1-2 Fluorescence intensity in ZsG-N1-2R/HLE cells. (A) Fluorescence intensity of ZsGreen1 or DsRed. (B) 
Relative fluorescence intensity (RFI) of ZsG-N1-2R/HLE seeded at different cell number. Data are expressed as 
mean ± SD (n = 6). 





を用いた ASOスクリーニングを実施した。ZsGreen1 の ORF (open reading frame) 全長に対
して設計した ASOを Table 1-1に示す。いずれも全てのリン酸結合部位はホスホロチオアー
ト修飾を施し、RNase H1による標的 RNA の切断を利用できるようにするため、9塩基長の
DNA ギャップ領域を含む 15 merの 2’,4’-BNA/LNA修飾 gapmer型 ASO とした。 















Uppercase: 2',4'-BNA/LNA, Lowercase: DNA, All linkages are phosphorothioated. 
 
これらの ASOを ZsG-N1-2R/HLE へリポフェクション法で導入し、48時間後の ZsGreen1 に
対するKD率を解析した結果をFig.1-3に示す。計14配列のうち、4配列 (ZsGN1-120-BNA(15), 
ZsGN1-282-BNA(15), ZsGN1-448-BNA(15), ZsGN1-631-BNA(15)) で 60%以上の KD活性が認
められた。次に、同じ ASOを ZsG-N1-2R/HLE へ遺伝子導入試薬なしの free-uptake法で導
入し、6日後の ZsGreen1に対する KD 率を解析した結果を Fig.1-4に示す。こちらの結果か
らも、4配列 (ZsGN1-120-BNA(15), ZsGN1-208-BNA(15), ZsGN1-325-BNA(15), 
ZsGN1-631-BNA(15)) で 60%以上の KD 活性が認められた。ただし、ASO配列間における
KD 活性は導入法によって異なっていた。ASO による in vitroでの KD 活性の優劣が導入法
によって異なることは以前にも報告されているが 20-22)、この原因として、ASOの内在活性
Table 1-1 Sequences of 2’,4’-BNA/LNA modified ASOs used in this section. 






以上の KD 活性が見られた ZsGN1-120-BNA(15) (lipofection: 60%, free-uptake: 72%)を主に利
用することとした。 
Fig.1-3 Comparative activity of ZsGreen1-ASO using lipofection. ZsG-N1-2R/HLE cells were lipofected with 
each respective ZsGreen1-ASO at 20 nM using RNAiMAX (Invitrogen). After 48 h of transfection, the fluorescence 
of ZsGreen1 and DsRed were measured and relative fluorescence intensity was presented as the percentage relative 
to the untreated control (UTC). Each data point represents the mean ± SD of three independent experiments.  
Fig.1-4 Comparative activity of ZsGreen1-ASO delivered by free-uptake. ZsG-N1-2R/HLE cells were treated 
with each respective ZsGreen1-ASO at 5 μM. After 6 days, the fluorescence of ZsGreen1 and DsRed were 
measured and knockdown activity was calculated. Each data point represents the mean ± SD of three independent 
experiments.  
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第二節 CaCl2添加による ASOの in vitro 活性促進効果 
 
CaCl2を培地に添加することで、正電荷を有するタンパク質とプラスミドの複合体による
遺伝子発現を増強させるといった報告 46,47)やカチオニックペプチドを結合させた PNA の細
胞内取り込み、もしくは細胞内輸送を促進するといった報告 48)がなされている。培地への
CaCl2添加が、負電荷のみを有する 2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASO の活性にどのように影響する
のか検証するため、前節で作製した ZsG-N1-2R/HLE 細胞とスクリーニングで単離した
ZsGN1-120-BNA(15)を利用して、様々な濃度の CaCl2 存在下における KD 活性を評価した 
(Fig.1-5)。その結果、驚いたことに、ZsGN1-120-BNA(15)による KD 活性は、CaCl2未添加、
すなわち、free-uptake 法の条件と比較して、CaCl2濃度依存的に向上し、9 mM 以上で最大
活性を示すことが分かった。一方、比較対象と用いた MgCl2では、15 mM まで添加しても
free-uptake 法と同等の約 20%の KD が見られるのみであった。この結果から、ASO の KD
活性の促進は CaCl2に特異的であることが示唆された。また、9 mMの CaCl2存在下では、
Fig.1-6 Effect of ASO concentration in 
ZsG-N1-2R/HLE cells. ZsG-N1-2R/HLE cells 
were treated with ZsGN1-120-BNA(15) at 
concentrations ranging from 5 nM to 5 μM for 4 
days in the presence or absence of 9 mM CaCl2. 
Relative fluorescence intensity was measured 
and is presented as the percentage relative to the 
untreated control (UTC).  Each data point 
represents the mean ± SD of three independent 
experiments. 
 
Fig.1-5 Effect of ion concentration on the 
activity of ZsGreen1-ASO in 
ZsG-N1-2R/HLE cells. ZsG-N1-2R/HLE cells 
were treated with ZsGN1-120-BNA(15) at 300 
nM for 4 days in the presence of MgCl2 or 
CaCl2. Relative fluorescence intensity was 
measured and is presented as the percentage 
relative to the untreated control (UTC). Each 
data point represents the mean ± SD of three 
independent experiments. 
 
- 10 - 
 
ASO濃度依存的なKD活性の向上も認められた (Fig.1-6)。これらの結果から、培地へのCaCl2
添加によってASO活性を効率的に検出できることを発見し、本手法を CEM (Ca2+ enrichment 
of medium) 法と命名した。また、本検討の結果から、9 mMの CaCl2添加を標準的な CEM
法の適用条件とした。 
次に、CEM法を利用して ZsGN1-120-BNA(15)による KD 活性の経時変化を解析した結果、
興味深いことに、ASO添加 24時間後と早期の段階から KD 活性が有意に向上することが分




次に、2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASO の活性に対する CEM 法の汎用性を検証するため、異な
る細胞株を用いて、内在性に発現する遺伝子を標的とした検証を行った。標的遺伝子とし
ては、ホモ接合型家族性高コレステロール血症に対する治療薬の標的として知られる APOB 
(apolipoprotein B) を選択し、2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASO としては、8 塩基長の DNA ギャッ
プ領域を含み、全てのリン酸結合部位がホスホロチオアート修飾された 13 merの gapmer で
ある ApoB-10177-BNA(13) (5'-GCattggtatTCA-3', N:2’,4’-BNA/LNA, n:DNA) を利用した 15)。
ヒト肝臓がん由来 Huh-7 細胞に対し、様々な濃度の CaCl2 存在下で ApoB-10177-BNA(13) 
(ApoB-ASO) を作用させ、添加 24時間後の APOB mRNAに対する KD活性を評価した結果
を Fig.1-8A に示す。期待した通り、Huh-7 細胞に発現する APOB mRNA に対しても CaCl2
濃度依存的な ASOの KD 活性向上が認められた。また、ZsG-N1-2R/HLE 細胞を用いた検証
結果と同様、9 mMの CaCl2存在下において、ASO濃度依存的な KD 活性の向上も確認され
た (Fig.1-8B)。さらに、CEM 法による ASO の KD 活性向上が CaCl2特異的に起こるのか、
より詳細に検討するため、様々な金属塩化物を培地へ添加し、その影響を検証した。Fig.1-9
は各種金属塩化物を最終濃度 10 mMで培地に添加した際の ApoB-ASOによる KD効果を解
Fig.1-7 Time course of change in the 
knockdown activity of ZsGreen1-ASO. 
ZsG-N1-2R/HLE cells were treated with 
ZsGN1-120-BNA(15) at 1 μM for 5 days 
in the presence or absence of CaCl2. 
Relative fluorescence intensity was 
measured every 24 h for 5 days. Each data 
point represents the mean ± SD of three 
independent experiments. 
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析した結果である。ただし、Mn, Zn, Coについては 10 mMでは細胞毒性が強く出現したた
め、0.1 mM での結果を示している。各種金属塩化物を添加していない条件 (Control) と比
べて、CaCl2以外の各種金属塩化物では、ASO の KD 活性に大きな変化は見られなかったこ
とから、やはり、この促進効果は CaCl2に特異的であることが明らかとなった。 
Fig.1-8 CEM effect on the activity of 2’,4’-BNA/LNA modified ApoB-ASO. (A) Effect of ion concentration on 
the activity of ApoB-ASO in Huh-7 cells. Huh-7 cells were treated with ApoB-ASO at 100 nM for 24 h in the 
presence of MgCl2 or CaCl2. Total RNA was extracted and APOB mRNA was quantitated by qRT-PCR. The 
relative quantification of APOB mRNA was normalized against the expression of the GAPDH gene. (B) Dose 
dependency of ApoB-ASO. Huh-7 cells were treated with ApoB-ASO at concentrations ranging from 0.1 nM to 1 
μM for 24 h in the presence or absence of 9 mM CaCl2. Total RNA was extracted and APOB mRNA was 
quantitated by qRT-PCR. The relative quantification of APOB mRNA was normalized against the expression of 
the GAPDH gene. Each data point represents the mean ± SD of three independent experiments. 
B 
A 





るSurvivin-BNA(16) (EZN-3042) (5'-CTCAatccatggCAGc-3', N:2’,4’-BNA/LNA, n:DNA) 51)を用
Fig.1-9 Analysis of the effects of other 
metals on Huh-7 cells. Huh-7 cells were 
seeded in 96-well plates in 10% FBS/DMEM. 
After 24 h, ApoB-10177-BNA(13) was added 
in the presence or absence of each metal 
chloride at 10 mM. However, MnCl2, ZnCl2, 
and CoCl2 were added at 0.1 mM due to cell 
toxicity at higher concentrations. After 24 h, 
the knockdown activity of the ASO was 
analyzed. 
 
Fig.1-10 Analysis of the CEM effects on several 
other cell lines. HeLa (A), HEK293 (B) or A549 
(C) cells were seeded in 96-well plates containing 
10%FBS/DMEM. After 24 h, Survivin-BNA(16) 
was added, and cells were cultured in medium 
with or without CaCl2. After 24 h, total RNA was 
extracted and Survivin mRNA was quantitated by 
qRT-PCR. The level of target (Survivin) gene 
expression was normalized to that of GAPDH. 









ASO濃度依存的なKD活性の向上が認められた (Fig.1-10)。一方、CEM法では高濃度のCaCl2  
CaCl2 (mM) CaCl2 (mM) 
CaCl2 (mM) CaCl2 (mM) 
CaCl2 (mM) CaCl2 (mM) 




- 14 - 
 
  
Fig.1-11 Cellular toxicity of calcium chloride. All of the cells were seeded in 96-well plates containing 10% 
FBS/DMEM (~50% confluence). After 24 h incubation at 37 °C, CaCl2 was added to the medium at concentrations 
ranging from 0 to 30 mM in the presence or absence of 100 nM ApoB-10177-BNA(13). After 24, 48, 72 and 96 h 
incubation at 37 °C, the cell viability of Huh-7 (A), HeLa (B), HEK293 (C) or A549 (D) was assessed using WST-8 
reagent (Kishida Chemicals, Osaka, Japan) according to manufacturer’s protocol. Each data point represents the 
mean ± SD of three independent experiments.  
C 
D 
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CaCl2 (mM) CaCl2 (mM) 
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 = 0.936) を示すことが分かった。また、これらの結果から、CEM法はfree-uptake法で利
用されるASOの細胞内取り込みや輸送経路を促進することでASO活性を向上させている可
能性が示唆された。  
Fig.1-12 CEM method reflects the activity of ASOs delivered by free-uptake more strictly than does 
lipofection. (A) ZsG-N1-2R/HLE cells were treated with different ZsGreen-ASOs at 2.5 μM for 4 days by CEM 
method. To compare the activities to those obtained by lipofection, ZsG-N1-2R/HLE cells were lipofected using 
RNAiMAX. After 48 h, the fluorescence of ZsGreen was measured. (B) To compare the activity of each ASO 
with free-uptake, ZsG-N1-2R/HLE cells were treated with each ZsGreen-ASO at 5 μM for 6 days. The mean 
value of relative fluorescence was plotted. 
A B 












る活性は、7週齢のマウスC57Bl/6J ♂ (n = 3) へ10 mg/kgの投与量で単回皮下投与し、投与3
日後の肝臓中Apob mRNAに対するKD活性を解析した。それぞれ、CEM法を利用した際のin 
vitro活性とin vivo肝臓における活性、リポフェクション法を用いた際のin vitro活性とin vivo
肝臓における活性の相関を解析した結果をFig.1-13に示す。リポフェクション法で導入した
場合には、遺伝子導入試薬を利用することによる偽陽性3,22)として考えられているように、
in vitroでのみ高いKDを示すASO (図中の◆)が一部見られ、in vivoとの相関は低い値 (R2 = 
0.162) を示した。これに対し、CEM法を用いた場合には、in vivoとの比較においても高い相
















Uppercase: 2',4'-BNA/LNA, Lowercase: DNA, All linkages are phosphorothioated. 
Table 1-2 Sequences of 2’,4’-BNA/LNA modified ASOs used in this section. 
 





Fig.1-13 CEM method reflects in vivo silencing activity more strictly than does lipofection. To compare the in 
vitro activity of lipofection (A) and CEM (B) with in vivo activity, Huh-7 cells were treated with each of ten different 
ApoB-ASOs at 10 nM in the presence of 9 mM CaCl2 in the medium or transfected using RNAiMAX. After 24 h, 
total RNA was extracted and APOB mRNA was quantitated by qRT-PCR. Mice (C57BL/6, n=3/group) were injected 
subcutaneously (at 10 mg/kg) with a single dose of each of ten ApoB-ASOs. Mice were sacrificed 72 h later, and 
livers were analyzed for reductions in Apob mRNA levels. The relative quantification of APOB (Apob) mRNA was 
normalized against the expression of the GAPDH (Gapdh) gene. Each data point represents the mean of three 
independent experiments. The mean value of knockdown activity was plotted in the two-dimensional space to analyze 
the correlation between transfection methods. 
 
All of the cells were seeded in 96-well plates containing 10% FBS/DMEM (~50% confluence). After 24 h incubation 
at 37 °C, CaCl2 was added to the medium at concentrations ranging from 0 to 30 mM in the presence or absence of 
100 nM ApoB-10177-BNA(13). After 24, 48, 72 and 96 h incubation at 37 °C, the cell viability of Huh-7 (a), HeLa 
(b), HEK293 (c) or A549 (d) was assessed using WST-8 reagent (Kishida Chemicals, Osaka, Japan) according to 


























Fig.1-14 Evaluation of the effect of CEM method in mouse primary hepatocytes. Hepatocytes were isolated 
from 7-week-old C57BL/6J male mice using collagenase perfusion. Isolated hepatocytes were plated on type I 
collagen-coated 96-well plates at 3 x 105 cells/well. After 24 h, 9 mM CaCl2 was added to the medium in the presence 
or absence of 100 nM ApoB-10177-BNA(13). After 24 h incubation at 37 °C, the knockdown activity of ASO was 
assessed. Each data point represents the mean ± SD of three independent experiments. Statistical comparisons of 
results were performed by Student’s t-tests, *p<0.005. 






















































































































Fig.2-1 CEM effect on subcellular localization of 2’,4’-BNA/LNA modified ASO. (A) Huh-7 cells were lipofected 
with Cy3-labeled ApoB-ASO at 100 nM using Lipofectamine 2000 (Life Technologies). After 24 h of incubation, 
nuclei were stained with 0.5 µM Hoechst 33342 (Life Technologies) for 30 min, following by staining of lysosomes 
with LysoTraker® Green DND-26 (Life Technologies) at 75 nM for 30 min at 37 °C. After staining, the medium was 
replaced with HBSS, and the cells were observed using a confocal laser scanning microscope (Leica, TCS SP5). (B 
and C) Huh-7 cells were treated with Cy3-labeled ApoB-ASO at 500 nM with or without 9 mM CaCl2. After 24 h of 
incubation, the subcellular localization of Cy3-labeled ApoB-ASO was visualized by confocal microscopy. (D) Huh-7 
cells were transfected with the CalPhosTM Mammalian Transfection kit according to manufacturer’s procedure. After 
24 h of incubation, the subcellular localization of Cy3-labeled ApoB-ASO was visualized by confocal microscopy. 
DIC: differential interference contrast. 
Fig.2-2 Flow cytometric analysis of ApoB-ASO 
delivery into Huh-7 cells. Cells were treated with 
Cy3-labeled ApoB-ASO with or without CaCl2 for 2 
h in phenol red-free media, and washed twice with 
PBS. Cells (10,000 events) were analyzed using a 
FACSCalibur flow cytometer, and the mean 
fluorescence intensity of Cy3 was calculated using 
CellQuest Pro software. Each data point represents 
the mean ± SD of three independent experiments. 
Statistical comparisons of results were performed by 
Student’s t-tests, *p<0.0005. 




















Figure 2-3 Addition of CaCl2 at different stages of cellular uptake or intracellular trafficking of ASO. (A) 
ZsG-N1-2R/HLE cells were seeded in 96-well plates in 10% FBS/DMEM. After 24 h, CaCl2 was added to the 
medium before addition of ZsGreen1-ASO (“Pre”), and/or together with addition of ASO for 7 h (“TF”), and/or after 
removal of ASO and washing of the cells (“Post”). At 72 h after ASO addition, the knockdown activity of the ASO 
was analyzed. Relative fluorescence intensity (RFI) was measured and is presented as the percentage relative to the 
untreated control (UTC). (B) Huh-7 cells were seeded in 96-well plates in 10% FBS/DMEM. After 24 h, CaCl2 was 
added to the medium together with ApoB-10177-BNA(13) for 4 h (“TF”) and/or after removal of ASO and washing 
of the cells (“Post”). At 24 h after ASO addition, the knockdown activity of the ASO was analyzed. The relative 
quantification of APOB mRNA was normalized against expression of the GAPDH gene. The relative expression of 













ASOの非存在下で、10% FBS (fetal bovine serum) 含有 DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 
medium) 培地に各種濃度の CaCl2を添加し、ゼータサイザーナノ ZS (マルバーン社) による
動的光散乱法 (dynamic light scattering, DLS) を利用して、平均粒子径 (Z-Average) と多分散
指数 (polydispersity index, PdI) を解析した結果を Fig.2-4に示す。棒グラフが平均粒子径、
折れ線グラフが多分散指数を示しており、多分散指数が小さいほど安定な単分散の粒子が
形成していると予想される。この結果から、驚いたことに、ASO が存在しなくとも、培地






Fig.2-4 Dynamic light scattering 
(DLS) analysis of culture medium 
supplemented with CaCl2 or MgCl2. 
1M stock solution of CaCl2 (A) or 
MgCl2 (B) was added to various final 
concentrations in 10% FBS/DMEM 
containing antibiotics. The average 
particle size and polydispersity index 
(PDI) of media were measured by 
using Zetasizer Nano ZS. 
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そこで、次に、このような粒子がどのような培地条件下で形成するのかについて、より

















mean ± SD (n=3) 
PdI 
mean ± SD (n=3) 
- - - 26.0  ±   4.0 0.83 ± 0.17 
- - + 43.9  ±   9.2 1.00 ± 0.00 
- + - 14.4  ±   0.1 0.35 ± 0.01 
- + + 14.4  ±   0.1 0.34 ± 0.00 
+ - - 1923.7  ± 163.5 0.06 ± 0.06 
+ - + 1848.3  ± 443.4 0.41 ± 0.23 
+ + - 107.3  ±   1.1 0.14 ± 0.01 
+ + + 106.8  ±   0.6 0.13 ± 0.00 
 
そこで次に、これらの粒子を可視化するため、透過型電子顕微鏡 (transmission electron 
microscope, TEM) による解析を行った (Fig. 2-5)。まず、FBSとASOを含む条件では、DLS
での解析結果と同様、血清成分に由来すると思われる15 nm程度の粒子が観察された。また、
血清の非存在下では、高い表面張力により、正確な解析はできなかったが、DLSの結果と同









Table 2-1 DLS analysis of culture medium supplemented with CaCl2, FBS or ASO. 
 
 








































Fig.2-5 Analysis of culture medium supplemented with CaCl2 by negative stain transmission electron 
microscopy. (A) 10% FBS/DMEM + ASO (B) the CEM condition (10% FBS/DMEM + 9 mM CaCl2) (C) the 
CEM condition + ASO (D) DMEM without FBS + 9 mM CaCl2 + ASO. Bars in left pictures represent 200 nm 
and the bars in right pictures represent 100 nm. 







結合させた PNA の効果が促進されるという報告 48)もなされていることから、CEM 法は核
酸の骨格構造や電荷に依存せず、ASO 以外のオリゴ核酸にも効果を示すのではないかと考



































Table 2-2 Sequences of siRNAs used in this section. 





Fig.2-6 CEM effect on the knockdown activity of siRNA. (A) ZsG-N1-2R/HLE cells were seeded in 96-well black 
plates in 10% FBS/DMEM. After 24 h, ZsG-siRNA was added at 1 μM in the presence or absence of 9 mM CaCl2 in 
the medium. After 4 days, the fluorescence of ZsGreen1 and DsRed were measured. RNAiMAX (Invitrogen) was 
used as the positive control for siRNA transfection. (B) Huh-7 cells were treated with 1 μM ApoB-siRNAs with or 
without 9 mM CaCl2 for 24 h. APOB mRNA levels were analyzed using qRT-PCR. The relative quantification of 
APOB mRNA was normalized against expression of the GAPDH gene. Each data point represents the mean ± SD of 
three independent experiments. 







morpholino oligo, PMO) ではCEM法による効果は認められないことが予想される。そこで、
Table 2-3に示す配列を利用してPMOに対するCEM法の効果の有無を検証することとした。
Fig.2-7に示すようにST6-PMOは、STAT3 (signal tranducer and activator of transcription 3) の
pre-mRNAに作用し、Exon 6をスキッピングさせることで、フレームシフトを誘発し、Exon 7
内にPTC (premature termination codon) を出現させる。その結果、NMD (nonsense-mediated 
mRNA decay) によるmRNA分解を促進することで、結果的にSTAT3の発現量を低下させる
ことができる63)。Fig.2-8Aは、Huh-7細胞を用いてST6-PMOによるExon 6のスキッピングの
有無をRT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) で解析した結果である。CaCl2
を添加しないfree-uptake法の条件では、Exon 6のスキッピングはほぼ認められなかったのに




















Table 2-3 Sequences of PMOs used in this section. 
Fig.2-7 Knockdown of STAT3 by exon skipping and nonsense-mediated decay. ST6-PMO targeting the boundary 
region of intron 5 and exon 6 in the human STAT3 pre-mRNA provides exon 6 skipping, and induces RNA 
degradation by nonsense-mediated mRNA decay.  PTC: premature termination codon.  



































Fig.2-8 CEM effect on the activity of PMO (A) RT-PCR analysis for STAT3 pre-mRNA splicing. Huh-7 cells were 
treated with ST6-PMO with or without 9 mM CaCl2. After 48 h, STAT3 pre-mRNA splicing was visualized by 
polyacrylamide gel separation of RT-PCR products. FL: full-length, Δe6: exon 6 skipping, NT: non-treatment, NC: 
negative control. (B and C) qRT-PCR and western blot analysis of STAT3 expression. Huh-7 cells were treated with 
ST6-PMO with or without 9 mM CaCl2. After 48 h, STAT3 mRNA was analyzed using qRT-PCR (B) and STAT3 
protein was analyzed by western blot (C). For qRT-PCR, the relative quantification of STAT3 mRNA was normalized 
against expression of the GAPDH gene. Each data point represents the mean ± SD of three independent experiments. 
β-actin was the loading control for western blot. Endo-Porter was used as the positive control for PMO transfection.  



















利用できる手法であるが、プラスミド DNA やリポプレックスを形成した ASO の細胞内取
り込みには効果を示さないことが分かった。また、負電荷の 2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASO や




Fig.2-9 CEM effect on the transfection of 
plasmid DNA. Twenty-four hours after 
seeding of Huh-7 cells, firefly luciferase 
expression plasmid, pGL4.50 was added with 
or without 9 mM CaCl2 in the medium. 
CalPhos Mammalian Transfection kit was 
used as a positive control for plasmid 
transfection by the calcium phosphate method 
(Ca-P). At 48 h after transfection, firefly 
luciferase activity was measured using 
ONE-Glo Luciferase Assay system and is 
presented as relative luminescence units 
(RLU). Each value is presented as the mean ± 
SD of three independent experiments.  


















Fig.2-10 CEM effect on the transfection efficiency of cationic lipid/ASO complexes. ZsG-N1-2R/HLE cells 
were transfected with ZsGreen1-ASOs using the cationic lipid transfection reagent Lipofectamine RNAiMAX 
with or without addition of calcium chloride. After 48 h, the fluorescence of ZsGreen1 and DsRed were measured 
and knockdown efficiency of each ASO was calculated by dividing the fluorescence of ZsGreen1 by that of 
DsRed. Each data point represents the mean ± SD of three independent experiments. 
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実施することとした。shRNAライブラリーにはCell Surface, Extracellular, DNA Bindingという
キーワードに関連する4922遺伝子を標的とした計27500配列のshRNAで構成されるCellecta






















18%) をソーティングにより分取した (Fig.2-13)。 
Fig.2-11 Decipher shRNA library. Decipher shRNA expression vector is based on lentiviral system. The lentiviral 
vector expresses shRNA from a constitutive U6 promoter and contains shRNA specific bar-code, puromycin 
antibiotic selection and a red fluorescent protein marker.  












Fig.2-13 FACS sorting of ZsG-N1-2/HLE-s1 cells stably expressing shRNA library. ZsG-N1-2/HLE-s1 cells 
stably expressing shRNA were sorted on the FACS by using ZsGreen positive gate in the presence or absence of 
ZsGreen1-ASO and 9 mM CaCl2.  
Fig.2-12 Establishment of human hepatoma HLE cells stably expressing ZsGreen1 and shRNA library. 
TagRFP was used as a marker of lentiviral infection to establish ZsG-N1-2/HLE-s1cells stably expressing shRNA 
library.   









Fig.2-14 Selection of shRNA concentrated in the sorted cells. The sequence of shRNA was analyzed by 
next-generation sequencing. The shRNA lists were compared between the sorted cells in CEM condition and 
pre-sorted cells, or between the sorted cells in CEM condition and sorted cells without ZsGreen1-ASO. The fold 
change of concentrated shRNA was plotted in the two-dimensional space. 27 sequences were identified as a shRNA 
that were concentrated more than 30 times in the CEM condition. 





Sort +ASO/Pre-sort Sort +ASO/Sort 
NM_005866.2 SIGMAR1  75 104 
NM_032808.5 LINGO1 182  96 
NM_001168322.1 CD300LG  33  93 
NM_015378.2 VPS13D  32  92 
NM_052875.3 VPS26B  66  89 
NM_020147.2 THAP10 107  83 
NM_001318.2 CSHL1 405  79 
NM_001007249.1 OR8G2  33  73 
NM_017495.4 RBM38  63  73 
NM_020848.2 KIAA1462  42  67 
NM_018310.2 BRF2 154  65 
NM_001161580.1 POC1A  96  62 
NM_001134422.1 CDV3 135  52 
NM_032301.2 FBXW9 116  48 
NM_022779.7 DDX31 125  47 
NM_020894.2 KIAA1530  34  45 
NM_024837.2 ATP8B4  43  45 
NM_025232.2 REEP4  42  44 
NM_017742.4 ZCCHC2  67  43 
NM_001081550.1 THOC2  72  43 
NM_020319.1 ANKMY2  63  42 
NM_001009991.2 SYTL3  52  40 
NM_001143824.1 SLC38A4  53  39 
NM_001012728.1 DPRX  94  36 
NM_020827.1 KIAA1430  49  34 
NM_001170790.1 MFSD5 126  33 




Table 2-4 Gene lists generated by fold change ranking between sorting sample with and without ASO.  
 
 







よるKDを減弱させた遺伝子としてVPS26B (vacuolar protein sorting 26 homolog B (S. pombe)) 
とBRF2 (BRF2, subunit of RNA polymerase III transcription initiation factor, BRF1-like) の2つを
同定した (Fig.2-15)。VPS26Bは、細胞内の液胞輸送に関わるvacuolar protein sorting 遺伝子
の一つであり65)、エンドソームからトランスゴルジ網への積荷タンパクの逆行膜輸送に重要
な役割を果たすretromer (VPS29, VPS35, VPS26の複合体) の構成因子の一つである66)。Ming










Fig.2-15 Effects of target siRNA on the potency of ApoB-ASO in Huh-7 cells. Huh-7 cells were transfected with 
VPS26B, BRF2 or NC siRNA. Following siRNA treatment, cells were transfected with ApoB-ASO for 24 h. The 
expression level of VPS26B (A), BRF2 (B) or APOB mRNA (C) was analyzed by qRT-PCR. These values were set to 
100% in the NC siRNA (A and B) or untreated control (UTC) (C). The bar graph shows mean ± SD (n=3). *p < 0.05, 
as determined by Tukey’s test. 
A B C 





































































 一方、真核生物には主な5’→3’エキソリボヌクレアーゼ (5’-3’ exoribonuclease, XRN) とし
てXRN1, XRN2の2つが知られている。XRN1は主に細胞質に存在し、5’キャップが脱離した
mRNAを分解することにより、mRNAの代謝回転や分解に重要な役割を果たしている。また、
long non-coding RNA (lncRNA) やsmall nucleolar RNA (snoRNA)、異常なtransfer RNA (tRNA) 
などの転写物もXRN1による分解を受けることが報告されている72)。さらに、ショウジョウ
バエの細胞では、siRNAの標的となるmRNAは、RISC (RNA-induced silencing complex) の主















第一節 ASOの標的 RNA分解に対する RNase H1の寄与 
 
 ASO による標的 RNAの分解機構を解析する上で、標的遺伝子の KD が、本当に RNase H1
による切断を介していることを確かめるため、まず、細胞内の RNase H1の発現量を低下さ
せた場合に、ASOによる KD 効率が影響を受けるのか検証を行った。RNASEH1に対する
- 43 - 
 
siRNAを Huh-7細胞に導入し、48時間後に APOBに対する 2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASO 
(ApoB-ASO) を導入した。ApoB-ASO としては、第一章、第二章で用いたのと同様に、8塩
基長の DNAギャップ領域を含み、全てのリン酸結合部位がホスホロチオアート修飾された
13 merの gapmer である ApoB-10177-BNA(13) (5'-GCattggtatTCA-3', N:2’,4’-BNA/LNA, 
n:DNA) を利用した 15)。ASOの導入 24時間後、RNase H1の発現量と共に、APOB mRNA
や pre-mRNAに対する KD 率を解析した。まず、RNase H1の発現量を解析した結果、siRNA





その結果、RNase H1の発現を抑制しない条件では、約 90%KD されていたのに対し、RNase 
H1を発現抑制することで、その KD 率は約 75%と有意な低下が認められた (Fig.3-2A)。一
方、RNase H1 は主に核内やミトコンドリアに存在すること 35)、また、イントロンを標的と
した gapmerでも標的遺伝子の発現を低下できること 75)から、pre-mRNA も RNase H1 の標
的となり、核内で切断されていると考えられる。そこで、上記の解析で用いたものと同じ
細胞抽出液を用いて、APOB pre-mRNA の発現量を解析した。RNase H1の発現を抑制しない
条件では、APOB pre-mRNA は約 60%KD されていたのに対し、RNase H1 を発現抑制するこ
とで、KD効果はほぼ完全に消失することが分かった (Fig.3-2B)。これらの結果から、ASO
による標的 RNAの KD は確かに RNase H1 による切断を介していることが確認された。特
に、pre-mRNA の KD は、ほぼ全て RNase H1 による切断後、分解処理を受けることで起き
Fig.3-1 Knockdown effect of RNase 
H1 siRNA in Huh-7 cells. Huh-7 cells 
were transfected with RNase H1 or NC 
siRNA and the expression level of 
cellular RNase H1 was assessed by 
western blot and qRT-PCR. β-actin was 
used as a loading control for western 
blot. The level of RNASEH1 mRNA 
was quantitated and normalized to that 
of GAPDH mRNA. These values were 
set to 100% in the untreated control 
(UTC).  
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ていると考えられる。一方、APOB mRNAの KDが pre-mRNAと比べて高いのは、RNase H1
による直接の切断に加えて、上流の pre-mRNAが切断されたことにより、スプライシング
される成熟 mRNA の量自体が低下したことに起因すると考えられるが、RNase H1の発現が
80%も低下し、pre-mRNAの KD 効果もほぼ完全に消失したにもかかわらず、APOB mRNA





Fig.3-2 Effects of RNase H1 siRNA on the potency of ApoB-ASO. Huh-7 cells were transfected with RNase H1 or 
NC siRNA Following siRNA treatment, cells were transfected with ApoB-ASO for 24 h. The expression level of 
APOB mature mRNA (A) and pre-mRNA (B) was analyzed by qRT-PCR. These values were set to 100% in the 
untreated control (UTC). The bar graph shows mean ± SD (n=3). *p < 0.05, **p < 0.005 determined by Student’s 
t-test compared to the siRNA untreated control. 
 













た (Fig.3-3)。    
Fig.3-3 Knockdown effect of XRN1 or XRN2 siRNA in Huh-7 cells. Huh-7 cells were transfected with XRN1 or 
XRN2 siRNA and the expression levels of cellular XRN1 and XRN2 were assessed by western blot and qRT-PCR. 
The level of XRN1 and XRN2 mRNA was quantitated and normalized to that of GAPDH mRNA. These values were 
set to 100% in the untreated control (UTC).  




















Fig.3-4 Schematic representation of APOB transcripts, oligonucleotides and primer sets for qRT-PCR analysis. 
ApoB-ASO or ApoB siRNA is shown as a line and primer sets are shown as arrowheads. Exon 26 is targeted by 
ApoB-ASO and ApoB siRNA. The forward primer was designed on exon 28 and the reverse primer was designed on 
exon 29 to detect intact APOB mature mRNA and 3’ cleavage product. The forward primer was designed on exon 28 
and the reverse primer was designed on intron 28 to detect the intact APOB pre-mRNA and 3’ cleavage product. Each 
primer set amplified a single product of the expected size.  
A 





これまでの検討結果から、ASO による RNase H1を介した標的 RNAの分解には核内の
XRN2 が関与していることが示唆された。この発見を追加で検証するため、さらに 2つの実
験を行った。まず、XRN2を発現抑制することによるオンターゲット効果であることを裏付
けるため、先行の XRN2 siRNAを含めて、計 3つの異なる配列の XRN2 siRNA をそれぞれ
Huh-7細胞へ導入した。XRN2の発現量を解析した結果、いずれの siRNAでもXRN2のmRNA
やタンパクの発現は 90%以上抑制されていることを確認した (Fig.3-6)。 
 
Fig.3-5 Effects of XRN depletion on the degradation of the 3’ fragments of APOB mature mRNA or 
pre-mRNA. (A) Following XRN1 or XRN2 siRNA treatment, cells were transfected with ApoB-ASO for 24 h. The 
levels of 3’ fragment (3’ frag.) and full-length APOB mature mRNA (left panel) and pre-mRNA (right panel) 
generated by ApoB-ASO were assessed by qRT-PCR. (B) Following XRN1 or XRN2 siRNA treatment, cells were 
transfected with ApoB siRNA for 24 h. The levels of 3’ fragment (3’ frag.) and full-length APOB mature mRNA (left 
panel) and pre-mRNA (right panel) generated by ApoB siRNA were assessed by qRT-PCR. These values were set to 
100% in the untreated control (UTC). The bar graph shows mean ± SD (n=3). *p < 0.05, **p < 0.005 determined by 
Student’s t-test compared to the siRNA untreated control. 
B 
A 
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次に、ApoB-ASOを導入後、APOB mRNA の 3’切断産物量を解析した結果、わずかでは
あるが、いずれの XRN2 siRNAで処理した場合でも 3’切断産物の有意な蓄積が認められた 
(Fig.3-7)。また、同じ細胞抽出液を用いて、APOB pre-mRNAの 3’切断産物量を解析した結
果、いずれの XRN2 siRNA で処理した場合でも有意な蓄積が認められた。これらの結果か
ら、3’切断産物の蓄積は特定の XRN2 siRNAの配列によるオフターゲット効果ではなく、
XRN2 を KD したことによるオンターゲット効果であることが証明された。すなわち、ASO
の標的となった pre-mRNA のほぼ全て、および、少なくとも一部の mRNAの 3’切断産物は
共に XRN2 によって分解処理されていると考えられる。また、XRN2を発現抑制していない
条件において、APOB mRNA の KD率が pre-mRNAと比べてやはり高かったことから、成熟
Fig.3-6 Knockdown effect of XRN2 siRNAs in Huh-7 cells. Huh-7 cells were transfected with each XRN2 siRNA 
or NC siRNA. The expression level of cellular XRN2 was assessed by western blot and qRT-PCR. The level of XRN2 
mRNA was quantitated and normalized to that of GAPDH mRNA. These values were set to 100% in the untreated 
control (UTC).  
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mRNAの KD 率には、pre-mRNAの分解によってスプライシングされた mRNA 量自体が低
下したことに加え、RNase H1による直接切断や RNase H1以外の経路によって分解された
効果も含まれている可能性が示唆される。 
さらに、XRN2 による分解機構が、特定の標的遺伝子や細胞株に依存せず、RNase H1を
介した ASO による標的 RNA の一般的な経路であることを確かめるため、異なる標的遺伝
子として HER3 を、異なる細胞株として HepG2 細胞を選択し、Huh-7 細胞における APOB
と同様の検証を行った。HER3 に対する 2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASO としては、10 塩基長の
DNA ギャップ領域を含み、全てのリン酸結合部位がホスホロチオアート修飾された 16 mer











的 RNA の 3’切断産物も同時に
増幅し、検出することができる 
(Fig.3-8)。HepG2 細胞を XRN2 
siRNA で処理した結果、mRNA
Fig.3-8 Schematic representation of HER3 transcripts, Her3-ASO, and 
primer sets for qRT-PCR analysis. Her3-ASO is shown as a line and 
primer sets are shown as arrowheads. Exon 4 is targeted by Her3-ASO. 
The forward primer was designed on exon 5 and the reverse primer was 
designed on exon 6 to detect the intact HER3 mature mRNA and 3’ 
cleavage product. The forward primer was designed on intron 4 and the 
reverse primer was designed on exon 5 to detect the intact HER3 
pre-mRNA and 3’ cleavage product. Each primer set amplified a single 
product of the expected size. 
Fig.3-7 Effects of XRN2 depletion on the degradation of the 3’ fragments of APOB mature mRNA or 
pre-mRNA. Following XRN2 siRNA treatment, cells were transfected with ApoB-ASO for 24 h. The levels of 3’ 
fragment (3’ frag.) and full-length APOB mature mRNA (left panel) and pre-mRNA (right panel) generated by 
ApoB-ASO were assessed by qRT-PCR. These values were set to 100% in the untreated control (UTC). The bar graph 
shows mean ± SD (n=3). *p < 0.05, as determined by Tukey’s test. 
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とタンパクレベルで共にXRN2の発現は 90%以上KDされていることを確認した (Fig.3-9)。
Her3-ASOを導入後、HER3 mRNAおよび pre-mRNAの発現量を qRT-PCRで解析したところ、
いずれも XRN2 の KDによって、3’切断産物の量が有意に蓄積していた (Fig.3-10)。 
これらの結果から、XRN2は特定の標的遺伝子や細胞株に依存せず、ASO の標的 pre-mRNA
の 3’切断産物の分解をほぼ完全に担っていること、また、ASO の標的 mRNA についても少
なくとも一部の分解を担っていることが明らかとなった。  
Fig.3-9 Knockdown effect of XRN2 siRNAs in 
HepG2 cells. HepG2 cells were transfected with 
XRN2 siRNA or NC siRNA and the expression 
level of cellular XRN2 was assessed by western 
blot and qRT-PCR. The level of XRN2 mRNA was 
quantitated and normalized to that of GAPDH 
mRNA. These values were set to 100% in the 
untreated control (UTC).  
Fig.3-10 Effects of XRN2 depletion on the degradation of the 3’ fragments of HER3 mature mRNA or 
pre-mRNA. Following siRNA treatment, cells were transfected with Her3-ASO for 24 h. The levels of 3’ fragment 
(3’ frag.) and full-length HER3 mature mRNA (left panel) and pre-mRNA (right panel) generated by Her3-ASO were 
assessed by qRT-PCR with primer sets downstream of the ASO binding site. These values were set to 100% in the 
untreated control (UTC). The bar graph shows mean ± SD (n=3). ***p < 0.005 determined by Student’s t-test 
compared to the siRNA untreated control. 
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最後に、ASO を導入することで RNase H1 を介して切断された標的 RNAの 3’切断断片が
実際に生成していることを証明するため、5’RACE (5’ rapid amplification of cDNA ends) 法に
よる解析を行った。5’RACEは、ApoB-ASOを導入した Huh-7細胞から total RNAを抽出し
た後、3’切断断片の 5’末端に RNA adaptorを結合させ、APOB pre-mRNAの Intron 26に特異
的なプライマーを利用して、PCR を 2度行うことで実施した (Fig.3-11)。 













Fig.3-11 Schematic representation of APOB pre-mRNA, illustrating the location of the ASO cleavage site and 
the primers used for 5’ RACE analysis. GR5; GeneRacer 5′ primer, GRN5; GeneRacer 5′ nested primer; GSP1; 
APOB pre-mRNA specific reverse primer; GSP2; APOB pre-mRNA specific nested primer.  
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Fig.3-12 5’ RACE analysis of the 3’ fragments generated by RNase H1-mediated cleavage. (A) Agarose gel 
visualizing 5’ RACE PCR amplification products after siRNA and ASO treatment using the primer set GRN5 and 
GSP2. (B) The sequence of APOB pre-mRNA containing the ApoB-ASO binding site (underlined) is illustrated. The 
arrows indicate the 5’ ends as determined by sequencing of individual clones from 5’ RACE derived from 
XRN2-depleted cells. The numbers above the arrows indicate the number of clones sequenced with that cleavage site. 








































































Fig.3-13 A schematic diagram for the degradation pathway of 3’ fragments of target RNA generated by siRNA 
(left panel) and ASO (right panel). 
 

















第一章では、in vivoで有効な ASO をより効率的に取得できる in vitro評価系の確立を目指
し、以下の成果を得た。 
[1] 培地に CaCl2を添加するだけで ASO の活性を効率良く検出できることを発見し、本
手法を CEM（Ca2+ enrichment of medium）法と命名した。 
[2] CEM 法は、様々な細胞株において、従来の free-uptake 法よりも低濃度かつ短期間で
ASOの活性が評価できる汎用性の高い手法であることを明らかにした。 
[3] CEM法は、従来のリポフェクション法と比較して、free-uptake法で導入した際の活性



















第三章では、ASO による標的 RNA の分解機構の詳細を明らかにするため、ASO の活性
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Survivin-BNA(16) (EZN-3042) 5'-CTCAatccatggCAGc-3' 
NC-BNA(16) 5'-TAGcttgtcccatCTC-3' 





collection of research bioresources) 細胞バンク (独立行政法人 医薬基盤研究所) より入手し
た。また、レトロウイルスパッケージング細胞であるPlat-GP細胞 (Cell Biolabs Inc) は、コ
スモバイオ社より入手した。いずれの細胞株も非動化したFBSを10% (v/v) とペニシリン




pZsGreen1-N1 (クロンテック社) を制限酵素 BamHIと NotIで処理することで ZsGreen1の
ORF全長を切り出し、Bam HIと Not Iで処理済みの pENTR2B (Invitrogen社) へ連結するこ
とで、エントリーベクターである ZsGreen1/pENTR を作製した。その後、Gateway® テクノ
ロジーによる LR 組換え反応を利用して、attRを持つデスティネーションベクターpQCXIN 
(クロンテック社) へ ZsGreen1 を導入し、ZsGreen1発現レトロウイルスベクターである
ZsGreen1/pQCXIN を作製した。 
 
ZsGreen1 安定発現細胞および ZsGreen1 と DsRedの共安定発現細胞の作製 
ZsGreen1発現レトロウイルスは、ZsGreen1/pQCXINとパッケージングベクター




胞等を除去し、超遠心 ( 50,000 ×g, 4℃, 2 hr) によって、濃縮レトロウイルスを得た。濃縮







ZsGreen1 の ORF 全長に対して設計した計 14 配列の 2’,4’-BNA/LNA 修飾 gapmer 型 ASO 
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(ZsGN1-001-BNA(15), ZsGN1-091-BNA(15), ZsGN1-120-BNA(15), ZsGN1-169-BNA(15), 
ZsGN1-208-BNA(15), ZsGN1-240-BNA(15), ZsGN1-282-BNA(15), ZsGN1-325-BNA(15), 
ZsGN1-370-BNA(15), ZsGN1-410-BNA(15), ZsGN1-448-BNA(15), ZsGN1-478-BNA(15), 
ZsGN1-531-BNA(15), ZsGN1-631-BNA(15)) を使用し、配列スクリーニングを実施した。
リポフェクション法による導入には RNAiMAX (Invitrogen 社) を利用し、添付のマニュアル
に従って最終濃度 20nM となるように ASO を含むリポプレックスを調製した。
ZsG-N1-2R/HLE 細胞を黒色クリアボトムの 96 ウェルプレート  (Corning 社) へ播種 
(8,000cells/well) すると共に、リポプレックスを添加し、2 日後にマイクロプレート蛍光光
度計 Gemini EM (Molecular Devices) を利用して ZsGreen1 (励起波長；485 nm、蛍光波長；
535 nm) と DsRed (励起波長；535 nm、蛍光波長；590 nm) の蛍光値を測定し、ZsGreen1
の蛍光値を DsRed の蛍光値で補正することで、各 ASO による KD 活性を算出した。一方、
free-uptake法では ZsG-N1-2R/HLE 細胞を播種 (500cells/well) した翌日に、最終濃度 5 µMと
なるように ASO を添加し、6 日後に ZsGreen1 と DsRed の蛍光値を測定し、各 ASO による
KD 活性を算出した。 
 
ZsG-N1-2R/HLE細胞を用いた ASOの KD活性評価 
ZsG-N1-2R/HLE 細胞を黒色クリアボトムの 96 ウェルプレート (Corning 社) へ播種
(8,000cells/well) し、24時間後、1Mの CaCl2 または MgCl2を各最終濃度になるように添加
すると共に、ZsGN1-120-BNA(15)を 300 nMとなるように添加した。4日後にマイクロプレ
ート蛍光光度計 Gemini EM (Molecular Devices) を利用して ZsGreen1 (励起波長；485 nm、
蛍光波長；535 nm) と DsRed (励起波長；535 nm、蛍光波長；590 nm) の蛍光値を測定
し、ZsGreen1 の蛍光値を DsRed の蛍光値で補正することで、各 ASO による KD 活性を算
出した。また、ASO 濃度依存性の評価では、9 mM の CaCl2の存在下、もしくは未存在下
で、ZsGN1-120-BNA(15)を 5 nMから 5 μMとなるように添加し、4日後に上記と同様、蛍




ZsG-N1-2R/HLE 細胞を播種し、24時間後、9 mMの CaCl2の存在下、14種類の ASOについ
て、それぞれ 2.5 μMとなるように添加し、4日後に蛍光値の測定と KD 活性を算出した。 
 
各種培養細胞を利用した qRT-PCRによる KD活性評価 
Huh-7細胞での検討では、96ウェルプレートへ播種 (8,000cells/well) し、24時間後、1M
の CaCl2 またはMgCl2を各最終濃度になるように添加すると共に、APOBに対する
2’,4’-BNA/LNA修飾 ASOである ApoB-10177-BNA(13)を 100 nMとなるように添加した。そ
の 24時間後、CellAmp Direct RNA Prep Kit for RT-PCR (TaKaRa) で細胞を溶解し、One Step 
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SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (TaKaRa) を使用して、APOB mRNA の発現量を StepOne
リアルタイム PCR システム (Applied Bisystems) にて解析した。ヒト APOBの解析には
hApoB-F: 5’- TTCTCAAGAGTTACAGCAGATCCA-3’と hApoB-R: 
5’-TGGAAGTCCTTAAGAGCAACTAACA-3’を、ハウスキーピング遺伝子としてヒトGAPDH
の解析には hGAPDH-F: 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’と hGAPDH-R: 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’のプライマーセットをそれぞれ使用し、Ct (cycle 
threshold) 値の差を発現レベルの差に換算する 2-ΔΔCt法 83)を用いて、相対発現量による KD
活性を算出した。 
また、ASO 濃度依存性の評価では、9 mMの CaCl2の存在下、もしくは未存在下で、




最終濃度 0.1 mMとした。ASOの添加 24時間後、上記と同様に qRT-PCR により KD 活性を
解析した。 
CEM法、もしくはリポフェクション法と in vivo活性の相関を解析した実験では、ヒト
APOB mRNA とマウスの Apob mRNA の全長配列のうち、100%保存されている領域に対し
て計 10種類の異なる 2’,4’-BNA/LNA修飾ASO (ApoB-00521-BNA(13), ApoB-01261-BNA(13), 
ApoB-02101-BNA(13), ApoB-05141-BNA(13), ApoB-05701-BNA(13), ApoB-08701-BNA(13), 
ApoB-09621-BNA(13), ApoB-10461-BNA(13), ApoB-11001-BNA(13), ApoB-12241-BNA(13)) を
設計した。Huh-7細胞を播種し、24時間後、9 mMの CaCl2の存在下、10種類の ASO につ
いて、それぞれ 10 nM となるように添加した。または、RNAiMAXを使用し、添付のプロ
トコールに従って最終濃度 10 nMとなるようにトランスフェクションを行った。ASO の導
入 24時間後、上記と同様に qRT-PCR により KD 活性を解析した。 
CEM法の汎用性を検証するため、Survivinに対する ASO を用いた実験では、HeLa や
HEK293、もしくは、A549 細胞を 96 ウェルプレートへ播種(8,000cells/well)し、24 時間後、
9 mMの CaCl2の存在下、もしくは、非存在下で Survivin-BNA(16)を最大 1 μMとなるように
添加した。その 24時間後、APOBでの検討と同様に細胞を溶解し、qRT-PCR により KD活
性を解析した。なお、ヒト Survivinの解析には hSurvivin-F: 5’- 
AGTCTGGCGTAAGATGATGGATTTG -3’と hSurvivin -R: 5’- 
CACAGCAGTGTTTGAAATGACAGG-3’を、ハウスキーピング遺伝子としてヒト GAPDH の
解析には上記と同様の hGAPDH-Fと hGAPDH-Rのプライマーセットをそれぞれ使用し、Ct
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SpectraMax M5 (Molecular Devices) にて OD450 nmを測定後、CaCl2の未添加細胞の値を
100%とし、相対的な細胞生存率を算出した。具体的には、Huh-7、HeLa、HEK293、A549
細胞をそれぞれ 50%以下のコンフルエントになるように 96ウェルプレートに播種し、24時
間培養後、最終濃度が 0～30 mMとなるように CaCl2を添加した。また、ASOの存在下、非
存在下の影響を調べるため、ASO (+) として 100 nMの ApoB-10177-BNA(13)を添加した。
その後、24時間おきに最長 96時間までの時点でWST-8を添加し、1～1.5時間 37℃でイン
キュベーションした後の OD450 nmを測定し、相対的な細胞生存率を算出した。 
 
マウス肝臓における ASOの KD活性測定 
全ての動物実験のプロトコールは、大阪大学の動物実験委員会で承認を得て実施した。7
週齢の C57Bl/6J ♂ (日本クレア) に対して、Apobを標的とした 2’,4’-BNA/LNA 修飾 ASOを
10 mg/kgの投与量で皮下へ単回投与を行った。投与 72時間後にイソフルラン吸入麻酔下に
て全血を採取後、肝臓を採取した。肝臓は液体窒素で瞬間凍結後、解析まで-80℃にて保存
した。肝臓 total RNA は QuickGene RNA tissue kit SII (富士フィルム社) を使用し、添付のマ
ニュアルに従って抽出した。抽出した total RNAを鋳型とし、High Capacity cDNA Reverse 
Transcription kit (Life Technologies社) を使用して逆転写した後、Apob mRNAの発現量を
StepOneリアルタイム PCR システム (Applied Bisystems) にて解析した。マウス Apobの解析
には mApoB-F: 5’- TCCTCGGTGAGTTCAATGACTTTC-3’と mApoB-R: 5’- 
TGGACCTGCTGTAGCTTGTAGGA-3’を、ハウスキーピング遺伝子としてマウス Gapdhの解
析には mGAPDH-F: 5’- TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’と mGAPDH-R: 5’- 
TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’のプライマーセットをそれぞれ使用し、Ct値の差を発現
レベルの差に換算した相対発現量による KD 活性を算出した。 
 
初代培養肝細胞での評価 
7週齢の C57Bl/6J ♂ (日本クレア) をコラゲナーゼ肝還流処理し、初代培養肝細胞を採取
した。単離した初代培養肝細胞をタイプⅠコラーゲンコートした 96ウェルプレートに 3 x 
10
5
 cells/wellで播種し、翌日、9 mMの CaCl2存在下、または非存在下で、ApoB-10177-BNA(13)
を最終濃度 100 nMとなるように培地へ添加した。24時間後に Apob mRNAの定量解析を行
った。qRT-PCRには上記の in vivo実験と同様のプライマーセットを使用し、CellAmp Direct 
RNA Prep Kit for RT-PCR (TaKaRa) で細胞を溶解後、One Step SYBR PrimeScript PLUS 

























































(Cell Biolabs Inc) は、コスモバイオより入手した。いずれの細胞株も10%FBS (v/v) とペニシ
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プレート (SCC-038; マツナミガラス社) に4.5×104 cells/wellで播種した。播種24時間後、9 
mM CaCl2の存在下、もしくは非存在下で、500 nMのCy3標識ApoB-10177-BNA(13)を培地に
添加した。なお、既存のトランスフェクション法と比較するため、リポフェクション法は
Lipofectamine2000 (Invitrogen社) を、リン酸カルシウム法はCalPhos Mammalian Transfection 
Kit (Clontech社) を使用し、添付のマニュアルに従って複合体を調製後、100 nMのCy3標識
ApoB-10177-BNA(13)を導入した。その後、37℃, 5%CO2の条件下で 24時間培養した後、0.5 
µMのHoechst 33342 (Life Technologies) で30分間核染色を行い、75 nMのLysoTracker Green 
DND-26 (Molecular Probes) で30分間リソソームを染色した。その後、HBSS (Hank’s balanced 
salt solution) 置換した後、共焦点顕微鏡 (TCS SP5; Leica) 下にてASOの細胞内局在を観察し
た。なお、検出には以下の条件を用いた。 
対物レンズ: 40×/Oil, HCX PL APO, Cy3 検出: Ex 543-nm laser (50% power), PMT range 555-700 
nm, LysoTracker検出: Ex 488-nm laser (40% power), PMT range 500-535 nm, Hoechst 33342検
出: Ex 405-nm laser (70% power), PMT range 413-429 nm, DIC (Differential Interference 
Contrast) : Ex 488-nm (7% power). 
全ての画像は 100 Hzのスキャンスピードで取得し、6つの画像を平均化した。画像は、ImageJ 
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) で解析を行った。 
 
フローサイトメトリー解析による ASO取り込み量の解析 
 フェノールレッド不含の 10%FBS/DMEM培地を用いて、Huh-7細胞を 24well plate 
(collagen-coated) に 2×105cells//wellで播種した。播種 24時間後、9 mM CaCl2の存在下、も
しくは非存在下で、200 nMのCy3標識ApoB-10177-BNA(13)を培地に添加した。37℃, 5% CO2
の条件下で 2時間培養した後、PBS (phosphate buffered saline) にて 2回洗浄を行い、余分な
Cy3 標識 ASOを除去した後、37℃で 5分間トリプシン処理を行った。その後、10%FBS 含
有 DMEM (フェノールレッド不含) で細胞懸濁液を調製し、セルストレーナー (BD Falcon
社) にて細胞塊をほぐした後、FACSCalibur (Becton Dickinson) にて、細胞に取り込まれた




ZsG-N1-2R/HLE 細胞を黒色クリアボトムの 96 ウェルプレートへ播種 (12,000cells/well) 
すると同時に 9 mMのCaCl2を添加した場合を「Pre」、細胞播種の翌日に ZsGN1-120-BNA(15) 
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(最終濃度 2.5 µM) を添加すると同時に 9 mMの CaCl2を添加した場合を「TF」、その 7時間
後に ASOを含む培地を除去し、PBS で洗浄後に新鮮培地とともに 9 mMの CaCl2を添加し
た場合を「Post」とした。ASO添加から 72時間培養後、ZsGreen1と DsRedの蛍光値を測定
し、ASOによる KD 活性を算出した。 
一方、Huh-7細胞での検討では、96ウェルプレートへ播種 (8,000cells/well) した翌日、
ApoB-10177-BNA(13) (最終濃度1 µM) を添加すると同時に9 mMのCaCl2を添加した場合を
「TF」、その 4時間後に ASOを含む培地を除去し、PBSで洗浄後に新鮮培地とともに 9 mM
のCaCl2を添加した場合を「Post」とした。ASO添加から 24時間後にCellAmp Direct RNA Prep 
Kit for RT-PCR (TaKaRa) で細胞を溶解し、One Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kit 
(TaKaRa) を使用して、APOB mRNA の発現量を StepOneリアルタイム PCRシステム 
(Applied Bisystems) にて解析した。ヒト APOB の解析には hApoB-F: 5’- 
TTCTCAAGAGTTACAGCAGATCCA-3’と hApoB-R: 
5’-TGGAAGTCCTTAAGAGCAACTAACA-3’を、ハウスキーピング遺伝子としてヒトGAPDH
の解析には hGAPDH-F: 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’と hGAPDH-R: 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’のプライマーセットをそれぞれ使用し、Ct 値の差を発
現レベルの差に換算する 2-ΔΔCt法 83)を用いて、相対発現量による KD 活性を算出した.。 
 
動的光散乱 (DLS) 法による粒子形成能の評価 
 1%の antibiotics/antimycotics (Sigma-Aldrich) と 10% FBS を含む DMEM培地を準備し、1M
の CaCl2 またはMgCl2のストック溶液を最終濃度 0～30 mMとなるように添加した後、ゼ
ータサイザーナノ ZS (マルバーン社) を用いて、平均粒子径の測定と多分散指数の算出を行




1 µM の ApoB-10177-BNA(13)を含む 10%FBS/DMEM 、 9 mM の CaCl2 を含む
10%FBS/DMEM、1 µM の ApoB-10177-BNA(13)と 9 mMの CaCl2を含む 10%FBS/DMEM、1 
µM の ApoB-10177-BNA(13)と 9 mM の CaCl2を含む FBS 不含 DMEM の計 4サンプルを準
備した。各サンプルをカーボンコートした銅膜に吸着させ、2%リンタングステン酸 (pH 7.0) 
で 10秒間ネガティブ染色を行った。その後、JEM-1400Plus透過型電子顕微鏡 (JEOL Ltd.) を
用い、80 kVの加速電圧で観察を行った。デジタル画像 (2048 x 2048 pixels) は CCD カメラ 
(VELETA; Olympus Soft Imaging Solutions GmbH) で取得した。なお、TEMに関する実験は
全て 株式会社東海電子顕微鏡解析にて実施した。 
 
ZsG-N1-2R/HLE細胞を用いた ZsGreen1 siRNAの KD活性評価 
ZsG-N1-2R/HLE細胞を用いた siRNAに対する CEM法の検証には、ASOの代わりに Stelth 
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RNAi siRNA (Invitrogen 社) である ZsG-siRNAを使用した。ZsG-N1-2R/HLE 細胞を黒色クリ
アボトムの 96ウェルプレート (Corning 社) へ播種(8,000cells/well) し、24 時間後、24時間
後、9 mMの CaCl2の存在下、ZsG-siRNAを 1 μMとなるように添加した。また、siRNA導
入の陽性コントロールとして、RNAiMAXを使用し、添付のプロトコールに従って最終濃度
25 nMとなるように ZsG-siRNA を添加した。siRNA の導入 4日後、マイクロプレート蛍光
光度計 Gemini EM (Molecular Devices) を利用して ZsGreen1 (励起波長；485 nm、蛍光波長；
535 nm) と DsRed (励起波長；535 nm、蛍光波長；590 nm) の蛍光値を測定し、ZsGreen1 の
蛍光値を DsRed の蛍光値で補正することで、各 siRNA による KD 活性を算出した。一方、
リポフェクション導入時の KD 活性に対する CEM効果の検証実験では、9 mM CaCl2 添加
または未添加でRNAiMAXによるリポフェクション導入を実施した。RNAiMAXを使用し、
添付のプロトコールに従って最終濃度 20 nMとなるように各種 ZsGreen1-ASOを添加した。
ASO導入 2日後、上記と同様の方法で蛍光値を測定し、KD活性を算出した。 
 
Huh-7細胞を用いた ApoB siRNAの KD活性評価 
Huh-7細胞を用いた siRNA に対する CEM法の検証には、ASO の代わりに Stelth RNAi 
siRNA (Invitrogen 社)である ApoB-si1,2,3 を使用した。Huh-7細胞を 96ウェルプレートへ播
種 (8,000cells/well) し、24時間後、9 mMの CaCl2の存在下、もしくは、非存在下でいずれ
かの ApoB-siRNAを 1 μMとなるように添加した。siRNAの添加 24時間後、CellAmp Direct 
RNA Prep Kit for RT-PCR (TaKaRa) で細胞を溶解し、One Step SYBR PrimeScript PLUS 
RT-PCR Kit (TaKaRa) を使用して、APOB mRNAの発現量を StepOneリアルタイム PCR シス
テム (Applied Bisystems) にて解析した。ヒト APOB の解析には hApoB-F: 5’- 
TTCTCAAGAGTTACAGCAGATCCA-3’と hApoB-R: 
5’-TGGAAGTCCTTAAGAGCAACTAACA-3’を、ハウスキーピング遺伝子としてヒトGAPDH
の解析には hGAPDH-F: 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’と hGAPDH-R: 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’のプライマーセットをそれぞれ使用し、Ct (cycle 




PMOはいずれも Gene Tools 社にて委託合成を行った。Huh-7細胞を 96ウェルプレートへ
播種 (12,000cells/well) し、翌日、ST6-PMOまたは NC-PMO を最終濃度 20 µM となるよう
に添加した。また、同時に CaCl2は最終濃度 9 mM、Endo-Porter (Gene Tools社) は最終濃度
10 µMとなるように培地へ添加した。48時間培養後、CellAmp Direct RNA Prep Kit for RT-PCR 
(TaKaRa) を用いて細胞溶解液を調製した。その後、RT-PCR によるエキソンスキッピング
活性の解析には、それぞれエキソン 5と 7に設計した hSTAT3-E5-F: 5’- 
TGGTGACGGAGAAGCAGCAGAT-3’と hSTAT3-E7-R: 5’- 
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TGCACGTACTCCATCGCTGACAAA -3’のプライマーセットを使用し、One Step SYBR 
PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (TaKaRa) にて特異的配列を増幅後、10% TBE 
(tris-borate-EDTA) ゲルで電気泳動を行い、EtBr (ethidium bromide) で染色後、ImageQuant 
LAS 4000 (GE Healthcare) にて増幅断片を検出した。一方、qRT-PCR による STAT3 mRNA発
現量は、エキソン 24に設計した hSTAT3-E24-F: 5’- GGAATCCCGTGGGTTGCTTAC-3’と
hSTAT3-E24-R: 5’- TTGAATGCAGTGGCCAGGAC-3’のプライマーセットを使用し、One Step 
SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (TaKaRa) と StepOne リアルタイム PCRシステム 
(Applied Bisystems) を用いて相対発現量による KD 活性を算出した。 
また、STAT3タンパク発現量は Western blottingにて解析を行った。Huh-7細胞を 12ウェ
ルプレートへ播種 (95,000cells/well) した翌日に、上記と同様、ST6-PMO または NC-PMO
は最終濃度 20 µM、CaCl2は最終濃度 9 mM、Endo-Porter は最終濃度 10 µMとなるように培
地へ添加した。48時間培養後、Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) を含む RIPA 
(radio-immunoprecipitation assay) バッファー (Sigma) で細胞溶解液を調製し、BCA Protein 
Assay Reagent Kit (Thermo Scientific) でタンパク定量を行った後、DTT (dithiothreitol) 含有サ
ンプルバッファー (Thermo Scientific) を加えて、100℃, 5分加熱処理した。10 µg分のタン
パクを 5-20%のポリアクリルアミドゲルにアプライし、SDS (sodium dodecyl sulfate) – PAGE 
(polyacrylamide gel electrophoresis) にて分離後、PVDF (polyvinylidene difluoride) 膜にトラン
スファーした。その後、Blocking One (ナカライテスク) で室温 1時間ブロッキングした後、
抗 STAT3 抗体 (1:1000, Cell Signaling 社) を含む 5%BSA (bovine serum albumin) 含有 TBS-T
で 4℃、終夜 1次抗体反応を行った。また、内在コントロールとして、抗 β-Actin 抗体 (1:1000, 
Sigma) を含む Blocking One で室温、1時間反応させた。その後、TBS-T にて数回洗浄した
後、2次抗体として HRP (horseradish peroxidase) 標識抗ウサギまたはマウス IgG 抗体 
(1:3000, GE Healthcare) で室温、1時間反応させ、TBS-T にて数回洗浄した後、ECL Prime Kit 
(GE Healthcare) と ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) にてタンパク発現量を解析した。 
 
ルシフェラーゼアッセイ 
Huh-7細胞を白色クリアボトムの 96ウェルプレート (Corning社) へ播種 (8,000cells/well) 
した翌日、9 mMの CaCl2存在下、または非存在下で、pGL4.50 Luc plasmid (Promega社) を
培地へ添加した。また、発現プラスミド導入の陽性コントロールとして、CalPhos Mammalian 
Transfection Kit (Clontech社) を使用し、添付のマニュアルに従ってリン酸カルシウム法によ
る導入を行った。48時間培養後、ONE-Glo Luciferase Assay System (Promega 社) とマイクロ




ZsGreen1の蛍光値のばらつきをより抑えるため、ZsG-N1-2/HLE細胞を 150 mm dishへ 100
- 67 - 
 
～1,000cells/well の濃度で播種し、約 2 週間培養後、シングルクローンを単離した。計 9 ク
ローンの中から、ZsGreen1の蛍光強度とZsGN1-120-BNA(15)によるKD活性を保持しつつ、
細胞増殖速度や生存率の良好なクローン (ZsG-N1-2/HLE-s1) を選択した。次に、shRNA 発
現レンチウイルスを作製するため、レンチウイルスパッケージング細胞である 293LTV細胞
を 10枚の 150 mm dish に 1.25×107 cells/dishで播種した。翌日、添付マニュアルに従って遺
伝子導入試薬である Fugene 6 (Promega社) を用いて Packaging plasmid mix (Cellecta, Inc.) と
共に shRNAライブラリーを co-transfectionした。なお、shRNAライブラリーには、Cell Surface, 
Extracellular, DNA Bindingというキーワードに関連した計 4,922遺伝子に対する 27,500配列
の shRNAライブラリーであるDecipherプール型レンチウイルス shRNAライブラリーHuman 
Module 3 (Cellecta, Inc.) を用いた。約 48時間培養後、ウイルス含有培養上清を回収し、1,000 
prmで 15分遠心後、0.45μmフィルターで浮遊細胞等を除去し、レンチウイルスライブラリ
ーのストックとして-80℃に保存した。その後、MOIが 1以下になるようにウイルスストッ
クを 12 倍希釈し、ポリブレン 10 µg/mL の存在下、10%FBS/DMEM 中で培養した
ZsG-N1-2/HLE-s1に感染させた。その後、ピューロマイシン 1 µg/mL含有培地で数日間培養
することで、ZsGreen1 と shRNA の共安定発現細胞集団を樹立した。その後、半数の細胞を
ペレットとして回収し、ソーティング前のサンプルとして-80℃保存した。また、樹立した
細胞集団に対して CEM 法を利用して 1 μM の ZsGN1-120-BNA(15)を添加し、5 日後に BD 
FACSAria II (BD Biosciences) にて、ZsGreen1 の蛍光強度を保持している細胞集団をソーテ
ィングした。その後、細胞を拡大培養し、再度 CEM 法を利用した ZsGN1-120-BNA(15)の導
入と FACS ソーティングを実施し、細胞を拡大培養後、ペレットを-80℃保存した。一方、
偶発的に ASO の導入効率が低かったために傾向が低下しなかった細胞や shRNA ライブラ
リーの感染によって非特異的に蛍光強度が増加した細胞のような偽陽性を差し引くために、







Huh-7 細胞を 7,500cells/well で 96 ウェルプレートへ播種すると共に、20 nM で siRNA を
リバース導入した。導入試薬には、Lipofectamine 3000 (Invitrogen) を用いて、添付のプロト
コールに従って調製を行った。siRNA の導入 24 時間後、新鮮培地に交換し、さらに 24 時
間後、500 ～1000 nMの ApoB-10177-BNA(13)と 9 mMの CaCl2を培地に添加した。その 24
時間後、SuperPrep® Cell Lysis & RT Kit for qPCR (TOYOBO) を用いて細胞を溶解し、cDNA
への逆転写を行った。その後、Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) を使用し
て、APOB mRNA の発現量を StepOneリアルタイム PCRシステム (Applied Bisystems) にて
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解析した。ヒト APOB の解析には hApoB-F: 5’- TTCTCAAGAGTTACAGCAGATCCA-3’と
hApoB-R: 5’-TGGAAGTCCTTAAGAGCAACTAACA-3’を、ハウスキーピング遺伝子としてヒ
ト GAPDH の解析には hGAPDH-F: 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’と hGAPDH-R: 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’のプライマーセットをそれぞれ使用し、Ct値の差を発現
レベルの差に換算する 2-ΔΔCt法 83)を用いて、相対発現量によるKD活性を算出した。また、
同じ cDNA を用いて、同様に各標的遺伝子の発現量を解析した。ヒト VPS26B の解析には
hVPS26B-F: 5’- CAGGGCATCAAGATCGAGTTCA-3’ と hVPS26B-R: 
5’-GGGACACAAACTCATGGTGGTTC-3’ を 、 ヒ ト BRF2 の 解 析 に は hBRF2-F: 
5’-TGCTTGGCAGAACTGGTGAA-3’と hBRF2-R: 5’-ACGTATTTGGCTGGCACAGAA-3’のプ










ApoB-ASO と Her3-ASO はそれぞれ既報の配列を参考にホスホロチオアート化され、
2’,4’-BNA/LNAで修飾されたものをジーンデザイン社で合成、精製した。また、XRN1 siRNA、
XRN2 siRNA, RNase H1 siRNA、ApoB siRNA、ネガティブコントロール siRNA はいずれも
Stealth RNAi siRNAとして Invitrogen社から入手した。利用した ASO、および siRNA の塩基
配列を以下に示す。 
 
ASO Name Sequence 
ApoB-ASO 5'-GCattggtatTCA-3' 
Her3-ASO 5'-TAGcctgtcacttCTC-3' 
Uppercase: 2',4'-BNA/LNA, Lowercase: DNA, All linkages are phosphorothioated. 
 
siRNA Name Sequence 





















盤研究所) より入手したものを使用した。いずれの細胞株も非動化した10%FBS (v/v) とペ




Huh-7 と HepG2 細胞は 96 ウェルプレートへ播種し、オリゴ核酸の導入を行った。Huh-7
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細胞は 7,500cells/well、HepG2細胞は 15,000cells/wellで播種すると共に、Huh-7細胞は 20 nM、
HepG2 細胞は 40 nM で siRNA をリバース導入した。導入試薬には、Lipofectamine 3000 
(Invitrogen) を用いて、添付のプロトコールに従って調製を行った。siRNAの導入24時間後、
新鮮培地に交換し、さらに 24時間後、100 nMの ASOまたは、20 nMの siRNAをフォワー




2回目のオリゴ核酸導入の 24時間後、CellAmp Direct RNA Prep Kit for RT-PCR (TaKaRa)
で細胞を溶解し、One Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (TaKaRa) と StepOneリアル
タイム PCRシステム (Applied Bisystems) を使用して qRT-PCRによる標的 RNAの定量を行









RNASEH1 Exon 3/4 
5'-CGTGAGCCACTGGATGGAGA-3' 
5'-CCATCAGTGTAGACGACGACGAA-3' 
XRN1 Exon 37/38 
5'-TGTTGGAATGCCACAACCTGA-3' 
5'-TGGCACTGTGGCCCATGTA-3' 
XRN2 Exon 9/10/11 
5'-CCCAAACCATGTGGTCTTTGTAATC-3' 
5'-TGGTAGGCTGGCCATTGTGA-3' 
APOB pre-mRNA Exon 28/Intron 28 
5'-ATCTCCATCTGCGCTACCAGAA-3' 
5'-GGCGTGTCACTCATTAGGTGGTAT-3' 
APOB mRNA Exon 28/29 
5'-AGGCACCGTGGGCATGGATATG-3'       
5'-TTCCTCATCAGATTCCCGGACCCT-3' 
HER3 pre-mRNA Intron 4/Exon 5 
5'-CGGCCCTTAACCCTGTCACT-3' 
5'-TCCCTCACGATGTCCCTCCA-3' 
HER3 mRNA Exon 5/6 
5'-ATCGTGAGGGACCGAGATGC-3' 
5'-CGCCCCTTGCAAACCTCATG-3' 





細胞溶解液は、Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) を含む RIPAバッファー 
(Sigma) で調製した。BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Scientific) を用いて添付のマニ
ュアルに従って、タンパク濃度を算出した後、DTT 含有サンプルバッファー (Thermo 
Scientific) を加えて、100℃, 5分加熱処理した。6 µg分のタンパクを 5-20%のポリアクリル
アミドゲルにアプライし、SDS-PAGE にて分離後、PVDF膜にトランスファーした。その後、
Blocking One (ナカライテスク) で室温 1時間ブロッキングした後、マウス抗 XRN1抗体
(1:100, Santa Cruz Biotechnology社)、または、ウサギ抗 XRN2 抗体 (1:1000, Cell Signaling 
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Technology社)、または、ウサギ抗 RNase H1抗体 (1:1000, ProteinTech 社) を含む 5%BSA含
有 TBS-T で 4℃、終夜 1次抗体反応を行った。また、内在コントロールとして、マウス抗
β-Actin 抗体 (1:1000, Sigma) を含む Blocking Oneで室温、1時間反応させた。その後、TBS-T
にて数回洗浄した後、2 次抗体として HRP 標識抗ウサギまたはマウス IgG 抗体 (1:3000, GE 
Healthcare) で室温、1 時間反応させ、TBS-T にて数回洗浄した後、ECL Prime Kit (GE 




実施した。5’RACEは、添付のマニュアルに従ってGeneRacer kit (Invitrogen) を使用した。具
体的には、T4リガーゼを用いて3’切断断片の5’末端にGeneRacer RNAオリゴを結合させた後
SuperScript Ⅲとランダムプライマーを用いて逆転写を行った。その後、5’RACE cDNAを増
幅するため、1st PCRはタッチダウンPCRを行った。1st PCRはGeneRacer 5’プライマーと




続けて、2nd PCRはGeneRacer 5’ nestedプライマーと2nd APOB pre-mRNA特異的プライマー 
(5’ -TCTAGGAGAGGAGGCAGGATATTTCT-3’) を用いて、追加の25サイクルを実施した。
2nd PCRで増幅した5’RACE産物は1%アガロースゲル電気泳動後、EtBr染色で可視化した。
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